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Resumen 

Haloarchaea se encuentran en concentraciones muy altas en entornos de sal acondicionado, por lo tanto, producir 
enzimas que son capaces de catalizar reacciones en condiciones muy duras, normalmente, un cal de muchos procesos 
industriales. En el presente estudio, las condiciones de cultivo para la produccion de amilasa extracelular de Haloarchaea 
aislar de una saltern solar se optimizaron y la enzima purificada se caracterizo. Haloferax sp. HA10 mostro la maxima 
produccion de amilasa a 3 M NaCI, 37 ° C, pH = 7 y 1% de contenido de almidon. Purifica a-amilasa era una enzima CIUM 
dependiente de cal- con una masa molecular estimado de aproximadamente 66 kDa y muchas propiedades industrialmente 
utiles in-. Se encontro que ser estable en un amplio rango de pH (de 5 a 9) y concentraciones de NaCI (de 0,5 a 3,0 M), se 
conserva la actividad 48%, incluso a 4 M. La temperatura de mal opti- para Haloferax sp. actividad HA10 amilasa era 55 ° C 
(actividad 99%), y la actividad de 57% se mantuvo a 80 ° C, que se redujo a 44% con el aumento de la temperatura a 90 o 
100 ° C. Fue capaz de sostener diversos tensioactivos y detergentes. A lo mejor de nuestro conocimiento de los 
detergentes estables a-amilasas de archaea halofilas no se han portado re todavia. 
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Introduccion 

Halofilos son extremofilos que viven, crecen y se multiplican en 
ambientes altamente salinos. Moderadamente bacterias filicos halo- son 
capaces de crecer en un amplio intervalo de concentraciones de sal de 0,4 a 
3,5 m con un crecimiento optimo a 0,5 a 2,0 M ( 1,2), y constituyen un grupo 
muy interesante de microorganismos con un gran potencial para su uso en la 
biotecnologla. Desde sus enzimas son ambos salada y ter- motolerant, 
halofilos representan una buena fuente de enzimas estables. Exoenzimas de 
estos organismos con capacidad mer-degradantes poli- en baja actividad de 
agua son de interes en muchos procesos industriales severos donde las 
soluciones concentradas de sales inhibirla conversiones enzimaticas. almidon 


-enzimas amilollticas degradantes son una de las enzimas mas impor- 
tantes, constituyendo una clase de enzimas industriales que cubren aprox. 
25% del mercado enzima mundo ( 3). 

amilasa halofilas puede tolerar alta concentration de sal, sin embargo, retiene su 
actividad a bajas concentraciones de sal, por lo tanto es muy util para la industria 
( 4). Estas amilasas se utilizan en las industrias de pan y de la hornada, la 
licuefaccion de almidon y de cationes fi sacchari, de fabricacion de industrias de 
maltosa, papel y Tergent de-, de diseno textil, fabricacion de dextrinas masa 
ramificados de alto peso molecular, la fermentation directa de almidon con el 
etanol, el tratamiento del almidon aguas residuales de procesamiento y analisis 
en medicinal y cllnica try chemis- ( 5). 


El primer autor: Numero de telefono: +91 9411 375 094; Fax: +91 5966 244 114; E-mail: saxenajyoti30@gmail.com 




d. Ddjfjdi ei cu .. tctmmaaa uuaue cAucmduamcnic iiaiunida nc/iuieiax ap. n/A iu, ruuu icufiiiui. Diuieoimui. uo ( i i- i / 10; 


1 1- 


A pesar de amplia importancia industrial de enzimas de arqueas, hay las muestras extraidas de 36-horas cultivan Ha/oferax sp. cultura HA10 se fi ja 
pocos informes sobre la caracterizacion de halo- filico a-amilasa de Ha/omonasen 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 y 0,5 y se utilizo como inoculo. Se utilizo la cantidad de 


meridiana, un archaeon moderadamente halofilos ( 6). En el presente 
trabajo se describe a-amilasa de un archaeon halofilas extrema obligado 

Haloferax sp. HA10, que tiene la capacidad de crecer en condiciones extremas 
de alcalinidad, salinidad y temperatura. Este organismo, aislado de la saltern 
solar en Barmer, Rajasthan, India, requiere altas concentraciones de sal 
(cloruro de sodio Ly man-) para un crecimiento optimo como su maquinaria 
metabolica esta adaptado a condiciones extremas de sal y pH en la naturaleza. 
Las enzimas producidas por este organismo, tales como la a-amilasa 
estudiados aqui, funcion en ciones de sal concentracion a la que otras enzimas 
perderian sus propiedades, una caracteristica que la distingue de la mayoria de 
los otros a-amilasas procedentes de fuentes bacterianas. 


Materiales y metodos 

Co/eccion de muestra 

Las muestras se recogieron de salinas solares en Pachpadra, 
distrito Barmer de Rajasthan, India, encuentra en la latitud 25.9290 ° N y 
longitud 72,2466 ° E. Estos lagos son conocidos para la produccion de 
sal de muy alta calidad, y su nivel de cloruro de sodio es 98 %. 

muestreo espacial y temporal de los suelos, lodos y agua se realiza 
desde las salinas y sus alrededores en 2009 y 2010 de invierno 
(diciembre), verano (mayo) y estaciones de lluvias (agosto). Las 
muestras se recogieron en bo esteril? les o bolsas de polietileno y 
llevado al laboratorio para el aislamiento de microorganismos. 


Ei aislamiento y la deteccion de cepas haloarchaeal 

El aislamiento de haloarchaea a partir de muestras ambientales se 
hizo en modi fi medio de crecimiento ed (MGM) por siembra directa y la 
tecnica de placa de dilucion. El 23% MGM se preparo como sigue (en g): 
peptona 5,0, extracto de levadura 1,0 y (en ml): agua destilada 200 (pH = 

7,5), y el agua salada concentrada (30%) 767, que contiene (en g): NaCI 

240, MgCI 2 ■ 6 H 2 O 30, MgSC >4 ■ 7H 2 O 35, KCI 7, y 1 M Tris- 
-HCI (pH = 7,5), 5 ml y CaCh ■ 2 H 2 O 5 ml desde el almacen ile un 1 M ster-, 
agua destilada 1000 ml (pH = 7,5) y agar 1,5%. La deteccion de cepas de 
amilasas productoras se realizo en placas de agar de almidon y seis se 
encontraron positivas. Las placas se inundado con solucion de yodo (2% l 2 y 0,2% 
Kl). Halo- cepa archaeal HA10 ( Haloferax sp.) fue seleccionado para estudios 
ther fur- sobre la base de la relacion del diametro de halo zona / colonia. 


Las condiciones de cultivo 

La produccion de amilasa por Haloferax sp. HA10 se estudio en 
diversas condiciones fisico-quimicas y los parametros fueron los 
siguientes: NaCI concentracion 1,2, 3 y 4 M, temperatura 30, 37, 42 y 50 
°C, pH = 5,0, 6,0, 

7,0, 8,0, 9,0 y 10,0, almidon de 0, 0,5, 1,0, 1,5 y 2,0%, y CaCI 2 0, 0,5, 1,0, 
1,5 y 2,0%. Modi fi ed Sehgal y Gib- bons complejo (SGC) medio ( 7) se 
utilizo para la produccion de amilasa. 

Un asa de siembra de la placa de cultivo de 48 horas de edad, se utilizo para la 
inoculacion de 20 ml de medio SGC. La absorbancia de 


inoculo que muestra el crecimiento mama maxi- para experimentos 
adicionales en Amy- produccion lase. El mayor crecimiento se registro con 
inoculo preparado a partir de cultivo crecido 36 horas y fi sorbance ab- fijado 
en 0,2. Las muestras se extrajeron a intervalos regulares para la medida del 
crecimiento, expresados como tur- morbilidad a 600 nm, y la actividad 
amilasa. 


actividad de ia amilasa 

actividad de la amilasa se estimo cualitativamente en placas de agar de 
almidon en seis cepas haloarchaeal aisladas a partir de muestras ambientales. 

Las placas se inundado con solucion dine 10 (2% l 2 y 0,2% Kl). HA10 cepa 
haloarchaeal ( Haloferax sp.) fue seleccionado para estudios adicionales sobre 
la base de la relacion del diametro de halo zona / colonia. 

ensayo de Bradford se utilizo para la estimacion de la concentracion de 
proteina ( 8). Para la determination cuantitativa de la actividad Amy- lase, 
aislado seleccionado Haloferax sp. HA10 se cultivo en modi fi ed medio SGC ( 7) para 
la pro- duccion amilasa. La absorbancia de aprox. cultura 36 horas de edad, se 
fi ja a 0,2, y esta solucion se utilizo como inoculo. El fl inoculado pide se 
incubaron a 37 0 C en un agitador incubador operando a 4 * so/durante 48 h. 
sobrenadante libre de celulas se recogio por centrifugation a 112 * so/durante 
20 min a 4 0 C y se utiliza como una fuente de enzima en bruto. 


Se determino la actividad de la amilasa siguiente metodo feld Bern- ( 9). Un 
volumen de 2 ml de mezcla de reaction que consiste en 1,0 ml de solucion 
de almidon soluble al 1% en buf- fer Un mM, NaCI 2,0 M (Tris-HCI 20 y CaCI 2 
10 mM, pH = 7,4) y 1,0 ml de enzima en bruto se incubo durante 15 min a 50 
0 C. A continuation se anadio un volumen de 1 ml de reactivo de acido 
3,5-dinitrosalicilico en cada tubo de ensayo para detener la reac- cion. Se 
preparo un control con acido 3,5-dinitrosalicilico anadido antes de la adicion 
de enzima. Todos los tubos se colocaron en un bano de agua hirviendo 
durante 10 min, se enfrio a temperatura ambiente, cada uno diluido 5 veces 
con agua y texed Vor-. Se determino la cantidad de azucar reductor por 
espectrofotometria a 540 nm. La cantidad de re- arrendado azucar reductor 
era ed fi cuanti usando acido salicilico 3,5-dinitro con maltosa como 
estandar. Una unidad de actividad a-amilasa se definio como la cantidad de 
enzima que libera un mol de azucar reductor como maltosa por minuto bajo 
condiciones de ensayo. 

La actividad de la amilasa se determino cuantitativamente en todos los 
experimentos A? er 48 h de incubation, a menos OTRO TIPO declaro. Partial 
purificacion de a-amilasa 

La proteina se precipito por acetona enfriada. El proceso de 
purificacion se initio por adicion gota a gota de dos volumenes de 
acetona (-20 0 C) con agitation constante para el sobrenadante se 
mantuvo a 4 0 C en hielo. Se recogio el tate precipita- y se disolvio en 
cantidad apropiada de Tris-HCI er bu ff (pH = 6,5) que contenia 2 M NaCI. 
Caracterizacion de purifica a-amilasa 

La estabilidad del purifico a-amilasa se caracterizo cuando se 
incubaron en diversas condiciones de pH = 2,0 a 10 
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a 4 ° C durante 24 h, fracciones de masa de sal de 0, 3, 5, 10, 20 y 25% en bu er ff a 
pH = 6,0 durante 24 h, temperatura de 30, 35, 40, 

45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 y 100 ° C durante 30 min cada uno; cationes metalicos 
divalentes, verbigracia. California z+, mg 2 *, Co 2 ., Minnesota 2 *, 

Zri 2 + y Cu 2 + a una concentration de 5 mM. Quelante, tensioactivos y 
detergentes incluidos en el estudio fueron: acido ethylenedi- 
aminetetraacetic (EDTA, 5 mM), sodio dodecil sul- phate (SDS, 0,1, 0,3 y 
0,5%), 0,1% de Triton X-100 y Tween-80 cada y 0,1% de detergentes 
comerciales, verbigracia. 

Rin y Surf Excel producido por Hindustan Unilever (Mumbai, India) y Tide 
(Procter & Gamble, Mumbai, India), anadir por separado y se incubaron a 
30 0 C durante 30 min. Actividad en ausencia de iones metalicos y 
reflectores ff e se tomo como 100%. La actividad residual se determino 
condiciones de ensayo estandar de- bajo. 


determinacion de la masa molecular 

La masa molecular de la amilasa purificada fue deter- minado usando 
marcadores de proteina estandar mediante SDS-PAGE ( 10). Un volumen de 50 I 
de la muestra se mezclo con 50 I de colorante de carga y se carga en los 
pocillos. El gel se hizo funcionar a 50 V hasta que el frente de azul de bromofenol 
migro en el gel de resolucion, a continuation, se aumento a 150 V hasta que el 
colorante de seguimiento alcanzado la bo? om del gel de resolucion. El gel se 
tino durante la noche en una solucion de Coomassie Brillant Blue R-250 (0,1%) y 
se destino para 5 h en solucion de tincion de- (40% de metanol y 10% de acido 
acetico glacial). El marcador de masa molecular utilizado fue un marcador de 
intervalo amplio (intervalo 3,5 a 205,0 kDa, PMWB105975, Merck Ge- NeiiM, Mumbai, 

de Haloferax 

sp. HA10 se ha subm i t- ted a GenBank (Centro Nac i ona l de i nforma - 

cion biologies, Bethesda, MD, EE.UU.) con el numero de acceso 
HM368369 (datos no publicados). 


La optimizacion de las condiciones de cu/tivo 

crecimiento y produccion de amilasa fue de 1 y 3 M NaCI, respectivamente, y 
Para estuaios posteriores, Haloferax sp. HA10 fue seleccionado entre otros 

aislados como lo era estable, mostro buena actividad y credo rapidamente. El 

rasgo mas caracteristico de las proteinas ic halophil- es su capacidad para 

prosperar en condiciones de alta salinidad. La Fig. 2 muestra amilasa en diversas 

concentraciones de NaCI, con una produccion maxima de zona a 3 M NaCI. 

Bajo condiciones de agitation, la sal tracion optima concen- para 

estandar a nivel de 5% de signification. 


zymogram 

Para la confirmation de la presencia de actividad de la amilasa, 
en el lugar La tincion se llevo a cabo. PAGE natural se ha ejecutado utilizando la 
misma composition que en el SDS-PAGE, pero sin el SDS. Ademas, antes de la 
adicion de persulfato de amonio, 

almidon soluble 0,2% fue incorporado en el gel de separation. ^UNA? 
electroforesis er, el gel se tino en una solu- cion de yodo (1 2 5 g / L y Kl 50 g / 
L) durante 30 min, y las bandas claras indicaron la presencia de actividad de 
la amilasa. 

anaiisis estadistico 

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y se calculo el error 


HA8 

HA9 H ' 

* * 


Aislar 

indice de colonias 

U/mL 

Haloferax HA1 

1,31 ±0,02 

1.4 

Haloferax HA3 

1,54 ± 0,01 

3.1 

halobacterium HA4 , . 2,32 + 0,02 

optima de seis cepas haloarchaeal 

5.6 

Haloferax HA8 

1,24 ± 0,01 

2.8 

Haloferax HA9 

1,83 ±0,04 

2.4 

Haloferax HA10 

2,03 ± 0,02 

4.2 


Figura 1. estimation cua 
placas de agar de almidc 



Resultados y discusion 


produccion de amilasa 


Todas las seis cepas haloarchaeal aislados mostraron buena actividad de 
amilasa en la placa de agar de almidon (Fig. 1). Elios fueron identificados por 
secuenciacion de 16S rDNA como Haloferax sp. HA1, 

Haloferax sp. HA3, halobacterium sp. HA4, Haloferax sp. HA8, Haloferax sp. HA9 y Haloferax 
sp. HA10. La relation en halo diametro de la zona / colonia era >1 en todas las 
seis cepas (Ta- bla 1). De acuerdo con la determinacion cualitativa y cuantitativa 
de la actividad de la amilasa, halobacterium sp. HA4 (indice de colonia, Cl = 2,3 ± 

0,02 y amilasa actividad 5,6 U / ml) y se Haloferax 

sp. HA10 (Cl = 2,0 ± 0,02 y actividad de amilasa 4,2 U / ml) se encontro que Figura 2 . actividad de la 
eran excelentes productores de amilasa, si- 
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tanto para el crecimiento y la produccion de amilasa (3,2 U / ml de Zyme en-) 
(Figs. 3 y 4). la produccion de a-amilasa maxima en 3 M NaCI por Haloferax sp. 
HA10 indica una buena adapta- cion, asi como la estabilidad de las enzimas en 
condiciones de alta salinidad. iones de sal hidratada se asocian con residuos 
acidos en la superficie de la proteina, de tal manera que la concentration de sal 
de la capa de solvatacion es mayor que la del disolvente a granel. Se sugirio 
que esta caracteristica permite que las proteinas halofilas permanezcan 
estables y solubles a altas concentraciones de sal ( 11). 


pH = 7.2 para ser el pH habitual de medio de cultivo para el cultivo 
Haloferax mediterranei. Nuestro aislado mostro la maxima produccion ylase 
am- a pH = 7,0 y 37 0 C, lo que confirma los hallazgos de Coronado etal. (6) en 
meridiano Halomonas. 

Haloferax sp. HA10 mostro maximo activi- dad amilasa en caldo a 1% de 
almidon (Fig. 6), que disminuyo con el aumento de la fraccion de masa de 
almidon. No amilasa se pro- ducido en el medio en la ausencia de almidon, lo 
que indica la naturaleza inducible de la enzima. Del mismo modo, Swain etal. 


6 

5 


3 


(13) 

demostro que 1% de almidon fue optimo para la produccion de lular a-amilasa 

extracel- por Bacillus subti/is, y la produccion de la enzima disminuyo 

gradualmente con el aumento de la fraccion de masa de almidon. Kiran y 

i m 2 Chandra ( 74) tambien Report- ed naturaleza inducible de la enzima en Bacilo sp. 

M 3 y 1 % de almidon fraccion de masa como optimo. 

M 4 

M 
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Fig. 4. produccion de amilasa Udldfera)^^ H^) a ti 
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El pH = 7,0 era mas propicio para el crecimiento y la produccion ylase 
am-, que disminuyo drasticamente ya sea a pH = 6,0 o 8,0, y no habia 
absolutamente ninguna actividad a pH = 9,0 (Fig. 5). Rodriguez-Valera etal. 
(12) tambien informo 


I 
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Para la produccion y la estabilidad de los iones de calcio a-amilasa son O? 

|es necesario. Suplementando el medio con cloruro de calcio aumentaron tanto el 
^cimiento y la a-amilasa de produccion, que disminuyo proporcionalmente con el 
P»gpe in- de la fraccion de masas de iones de calcio (Fig. 7). fraccion de masa 
optima fue 0,5% CaCHf 4,7 U por ml de enzima). Lases Amy- son metaloenzimas 
de calcio, por lo tanto CaCH actua como un activador para la produccion de 
amilasa, como tambien se observo por Prakash etal. (15) en Chromohalobacter sp. 
Una disminucion en la produccion de a-amilasa por Streptomyces sp. tambien se 
re- portado por Kar y Ray ( dieciseis). 



iracciones de masa de Cad 




E! e ffect del pH sobre purl amilasa fi ed 


La Fig. 8 muestra que la amilasa purificada a partir de Haloferax sp. 
HA10 fue estable en un amplio rango de pH, es decir del 5 al 9, siendo el 
optimo pH = 6 (97%). La estabilidad de la amilasa en el pH alcalino puede 
ser contabilizada propiedades alcalinas de Pachpadra region lago de sal de 
donde se aislo el organismo. Estos valores son comparables con una 
amilasa de alcalifilica Baci/osp., que era estable en un rango de pH = 6 al 10 
( 17). Al igual que en nuestra cepa, a-amilasa de archaea halofilas, hispanica 
Haloarcula, mostraron actividad mama maxi- a pH = 6,5, que se redujo mas 
del 65% a pH acido de alrededor de 5 ( 18). La alta estabilidad de la Zyme 
en- es una caracteristica notable, que puede hallar numerosas aplicaciones 
industriales ( 19). Nielsen y Borchert ( 20) 


han hecho hincapie en el uso de a-amilasas con alta ty estabiliza- en entornos 
de lavado, por lo general en detergente indus- intentos. 


enzimas de organismos halofilos tienen que soportar altas temperaturas 
en sus entornos naturales. Esta naturaleza fflicos termo ha informado no 
solo para la amilasa, sino tambien para otras enzimas halotilas en varios 
organismos ( 22-25). 


Estabilidad de la amilasa a concentraciones de sal di ffErent 

La amilasa de Haloferax sp. HA10 revelo estabilidad sustancial de 0,5 
a 3,0 M de NaCI, se conserva la actividad 48%, incluso a 4 M. La actividad 
maxima se observo en la presencia de 1 M NaCI (Fig. 10). Recientemente, 
un extracelular halofilas a-amilasa de Nesterenkonia sp. cepa F ha 
demostrado actividad maxima a 0,5 M NaCI y fue activo hasta la 
concentration de 4 M de sal ( 26). En contraste, la amilasa de Halobacillus sp. 
MA-2 mostro actividad maxima a 5% (0,85 M) de NaCI ( 27). madern etal. 

(28) informo de que la mayoria de las enzimas halofilas estudiados fueron 
inactivadas cuando las concentraciones de NaCI o KCI se redujo a menos 
de 2 M. Sin embargo, a-amilasa de Haloferaxmediterranei 


era estable incluso a concentraciones de sal inferiores ( 19). 


F3g. 8. La actividad relativa de la amilasa purificada a partir de Haloferax sp. HA10 una? 
iifbubacion er en una er bu T a diversos valores de pH por 24 h 


El e ffect de la temperatura sobre purl amilasa fi ed 

El e ff ect de la temperatura sobre la estabilidad de la enzima fi ed puri se 
muestra en la Fig. 9. La temperatura optima para 
Haloferax sp. actividad HA10 amilasa era 55 ° C (actividad 99%) y la 
actividad de 57% se mantuvo a 80 0 C, que se redujo entre 41 y 44% como 
la temperatura se in- arrugo a 90 o 100 ° C. Chen etal. (21 )tambien informo 
de alta actividad de la amilasa est entre 50 y 60 ° C en una arqueobacteria 
halofilas perteneciente a la especie Haloferax Medi terranei R4. Esta alta 
temperatura optima puede ser el resultado de una respuesta adaptativa de 
las arqueas a altas temperaturas. Desde salinas solares estan expuestos a 
la luz solar intensa, la 



Hfg. 10. La actividad rela iva de la amilasa de Haloferax sp. HA10 ter AF 24 h de 
igcubacion en un er bu ff a pH = 6,0 y di ff Erent concentraciones de NaCI_ 


La influencia de los iones metalicos sobre la actividad de la amilasa 

El e ff ect de diversos iones metalicos sobre la actividad de pu- ri fi 
amilasa ed se analizo. La actividad se mejoro por 15% en presencia de 
CaCkcomparado con el control. 

Bacilo spp. ANT-6 y TSCVKK tambien mostraron una mayor actividad en la 
presencia de Caa + iones ( 14,29). En cuanto a otros iones de metales, Fe 2 +< 70%) y 
Mga + ( 46%) tenian negativo e ff ect sobre la actividad de amilasa, mientras Co 2 +, Zn 
2 *. Cu 2 + y Mn 2 + inhibio la actividad solo ligeramente por 22,18,10 y 2%, 
respectivamente (Fig. 11). Por lo tanto, se puede deducir a partir de la 
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F|g. 9. La actividad relati\ a de la amilasa purificada a partir de Haloferax sp. HA10 una? € 
3§ min de incubacion a viirias temperaturas ,_____________ 
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11. E ff ect de iones nietal^^K mM) sobre la actividad de la amilasa purificada a partir de Haloferax 
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datos que amilasa de Ha/oferaxes una enzima dependiente de calcio. Gupta et 
at. (30) han informado de que la mayoria de las a-amilasas son metaloenzimas 
dependientes de calcio. En 

Haloferax sp. HA10, solamente Fea* tenido, fuerte e negativo ff ect, que corrobora 
los resultados de Sha fi ei etal. (26). 

actividad de la amilasa en presencia de EDTA, tensioactivos y 
detergentes 

En presencia de 5 mM de EDTA 39% de enzima activi- dad se perdio. 
Como se muestra en la Tabla 2, entre los diversos tensioactivos ed Test-, 
54% de la actividad se mantuvo en presencia de SDS al 0,5%, que 
disminuyo con el aumento de su concentration. En presencia de Tween 80 
y Triton X-100, 97 y 52%, respectivamente, se retuvo la actividad. Entre los 
detergentes comerciales, se encontro que 84% de actividad en presencia 
de Surf Excel. La amilasa fue esta- ble en presencia de detergentes. El 
primer informe sobre una amilasa detergente estable de moderada ria 
bactericidas halofilas fue publicado por Kiran y Chandra ( 14). A lo mejor de 
nuestro conocimiento, no se han descrito todavia las a-amilasas de 
detergente estable de archaea halofilas. 


1 2 3 


Fig. 13. Zymogram de amilasa de Hal\ 
carriles 1 y 2: muestras; carril 3: marc; 



0 en na- tivo^a^na. Los 


minada por Lee etal. (31). Haloferaxmediterranei a-amilasa aparecio como 
una unica banda de 58 kDa ( 19). La mayoria de los puertos re- indico que la 
masa molecular fue entre 53 y 70 kDa; sin embargo, un alcalofilica halobacterium 
sp. H371 amilasa produjo una sola banda de masa molecular de 27 kDa ( 17,32,33). 


Conclusion 


Tabla 2. La inhibicibn de la actividad de la amilasa de Haloferax sp. HA10 por quelante de metal, 
agentes tensioactivos y detergentes Tratamiento 

lnhibicion/% 

De metal quelante 

EDTA 39,4 ± 0,5 


De tensioactivo / SDS detergentes 


Tween 80 
Triton X-100 

Marea 

Surf Excel 
Rin 


54,4 ± 0,5 
0,34 ± 0,1 

48.2 ± 0,4 

53.2 ± 0,2 
16,1 ± 1,5 

49.3 ± 0,4 


determinacion de la masa moleculary el analisis zymogram 

El analisis de SDS-PAGE de la enzima revelo una sola banda que tenia una 
masa molecular de aproximadamente 66 kDa (Fig. 

12). La in-gel actividad tincion confirmo que se trataba de una enzima 
amilasa (Fig. 13). masas moleculares similares de a-amilasas obtenidas a 
partir de Bi fi dobacterium adolescentis y alcalifilica halotolerant Bacilo sp. 
AB68 fueron deter- 


La amilasa purificada de archaeon halofilas ferax halo sp. HA10 es 
activo a concentraciones de sal en el que otras enzimas perderian su 
actividad, puede tolerar y retener la actividad a alta temperatura y pH, y 
es estable en presencia de diversos tensioactivos y detergentes. Estas 
caracteristicas lo distinguen de la mayoria de los otros a-amilasas 
obtenidas a partir de fuentes bacterianas comunes y lo hacen adecuado 
para aplicaciones industriales. 
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